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論文内容の要旨
リボヌクレアーゼT 1 (RNase T 1 ) は Aspergillus oryzaeが産出するグアニル酸特異的な RNA分解
酵素で， 104個のアミノ酸残基の単一ポリペプチド鎖からなる安定な酸性蛋白質(分子量， 11.085) 
である。 RNase T 1 分子は，一次構造上二個の- 5-5-結合を有し，活性部位として， Glu58, His40, 
His92, Arg77の各残基の関与が，今までに推定されている。 x線解析はまだされていない。 RNase
T 1 の構造は極めて特徴的であり，本酵素の構造と機能との関連性について知ることは，酵素蛋白質の
特性や RNaseの反応機構の解明，また比較生化学の立場からも極めて興味深い。そこで本研究では，




オゾン酸化反応により， Trp59のN ーホルミルキヌレニン変換(NFK-)RNase T 1 ，その脱ホルミル
化反応によるキヌレニン変換(Kyn-)RNase T 1 を得，単離精製した。 RNase T 1 は ， NFKへの変換に
より，高次構造は変化し，至適pH7.5 の酵素活性は消失したが，酸性pH領域で、5.3%の活性を保持し
ていた(至適 pH4.75) 。そして脱ホルミル化による Kyn-RNase T 1 は，酵素活性も上昇し，生の酵素
に近い構造及び機能を保持していた。しかし， pH7.5での活性は消失， 3 ー GMPに対する結合能は低
下しており，このことから， Trp59は RNaseT 1 の活性部位の構造形成や維持に関連し，触媒機能の
発現に重要な役割を果していることが示唆された。 NFK-RNase T 1 のヒドラジン処理により， Trp 
59ペプチド結合が開裂した 03 -C-RNase T1 (1 -59.60-104) を得た。 RNaseT 1 の Arg77ペフ。チド結合
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でのトリプシンによる限定分解により， T-RNaseT 1 (1 -77.78-104) を得た。両修飾酵素とも，分子
構造は破壊され，酵素機能も消失していた。さらに，両残基ペプチド結合及びこれら周辺のペプチド
鎖の構造形成に台ける役割を調べるために，両修飾酵素及び-s-s- 結合還元により得られるペプチド
断片を用いて，会合系による酵素活性の復元を検討した。 03-C-RNase 1 1 に T-RNaseT 1 のようなペ
プ子ド鎖内に Trp59_ Pro 60結合を有する断片を混合した時のみ，若干の活性の回復が認められた。RN-
ase T 1 分子中 ， -s-s- 結合からはなれ，一次構造上中央部に位置する Trp59または Arg77，とくに後
者のペプチド結合は，本酵素の構造形成や維持，そして機能発現に不可欠であることが示唆された。
論文の審査結果の要旨
リボヌクレアーゼT 1 (RNase T t ) は 2 本のジスルフイド結合， 1 個づつのアルギニン (Arg-77) とト
リプトファン( Trp-59)残基を含む104個のアミノ酸から構成されているグアニル酸残基を特異的に加
水分解する RNA分解酵素である。玉沖君はこの酵素の触媒基の一つである Glu-58に隣接する Trp-59
の機能を知るために， RNaseT t をギ酸中でオゾン酸化し ， Trp残基を町ーホルミルキヌレニン (NFK)
残基に変換し，さらに希酸中で凍結状態でNFK残基から特異的に脱ホルミル化してキヌレニン (Kyn)
残基に導く条件を確立し，得られた NFK-RNaseT t と Kyn-RNase T t の酵素的および構造的諸特性
を解明した。すなわち NFK-RNase T t の主鎖の立体構造は未修飾酵素と変化ないが，側鎖の状態は











以上の玉沖君の研究は RNaseT t 中の Trp-59の役割を解明し，活性発現にペプチド鎖の連続性の重
要性を確認した貴重な結果であり，理学博士の学位論文として価値あるものと認める。
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